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A  D io s  qu ien  n o s  g u ío  en  n u e stra s  c a rre ra s  y  en  e sto s  últim os p a s o s  d e  las  
m ism a s.
A  N é sto r S o r ia  y  P a b lo  Y a n g  por su  d e d ica c ió n , y  por perm itirnos a p re n d e r al lado  
d e  e llo s  a y u d á n d o n o s  en todo m om ento  de n u estro  trabajo.
A  to d o s n u e stro s  p ro fe so re s, q u ie n e s  ca m in a ro n  a  nu estro  lado tra n sm itién d o n o s  
su  sa b id u ría  y  e n s e ñ á n d o n o s  a  c re c e r  pro fesion alm ente.
A  n u e stra s  fam ilias, q u ie n e s  n o s  a co m p a ñ a ro n  co n  una s o n ris a  y  e m o ció n  en  
m o m e n to s p o sitivo s y  ante  u n a  c a íd a  a llí e stu v ie ro n  m o tivá n d o n o s co m o  g ra n d e s  
p ilare s qu e  son.
A  n u e stro s  a m ig o s  y  co m p a ñ e ro s, q u ie n e s  estu v ie ro n  co n  n o so tro s com partido  
u n a e ta p a  m arav illo sa , d e ja n d o  una h u e lla  en  n u e stra s  v id as.
Y  a  to d o s a q u e lla s  p e rs o n a s  q u e  d e s d e  a lg ú n  s im p le  h e ch o  d e  am a b ilid a d  o tan 
so lo  co n  un g e sto  a co m p a ñ a ro n  un d ía  m á s  d e  nu estro  p a so  por la facu ltad , y  fueron  
parte d e  e ste  reto d e  a lc a n z a r  la m eta qu e  tanto p e rse g u im o s, co n  todo tu su d o r y  
em p eñ o, a  to d o s u ste d e s  s im p le m e n te  M u ch a s G ra c ia s !
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RESUMEN
L a  D ia b e te s  M ellitus e s  un d e so rd e n  m etab ó lico  por d e fe cto s  en  la 
s e c re c ió n  y/o en la a cc ió n  d e  la insu lina, qu e  s e  ca ra c te riza  por h ip e rg lu ce m ia  c ró n ica  
co n  p e rtu rb a c io n e s en el m etab o lism o  d e  los carb o h id ra to s, g r a s a s  y  p ro te ín a s  
(A sc h e n e r, 2 0 1 3 ).
L a  D ia b e te s  M ellitus tipo II s e  c a ra c te r iza  por a lto s n iv e le s  d e  g lu c o s a  en  
la sa n g re , d e b id o  a  una re s iste n c ia  ce lu la r  a  las a c c io n e s  de la insu lina, a fe cta  
principa lm en te  a  adultos, y  e sta  a u m e n ta d o  su  fre c u e n c ia  en  n iñ o s y  ad u lto s o b e so s  
(A sc h e n e r, 2 0 1 3 ).
S i b ien h a y  v a rie d a d  d e  fá rm a c o s  p a ra  re sp o n d e r al tratam iento de la 
d ia b etes, n o s  ce n tra re m o s en  un gru p o  m á s  re cien te  d e n o m in a d o  incretin as, e s ta s  so n  
h o rm o n a s in testin a le s lib e ra d a s  en c a s o  d e  n iv e le s  a lto s d e  g lu c o s a  en  s a n g re  y  h a y  de  
d o s tipos G IP  Y  G L P -1  (L a z o  R o b le jo  y  D e lg a d o , 2 0 1 2 ).
L o s  p o lim o rfism o s g e n é tic o s  so n  v a ria n te s  del g e n o m a  q u e  a p a re ce n  por 
m u ta c io n e s en a lg u n o s  individuos, s e  transm iten  a  la d e s c e n d e n c ia  y  a d q u ie ren  cierta  
fre c u e n c ia  en la p o b la c ió n  tra s  m últip les g e n e ra c io n e s  (G lo y n  et al., 2 0 0 9 ).
M ediante la té c n ic a  d e  b io lo g ía  m olecular: re a cc ió n  en  c a d e n a  d e  la 
p o lim e ra sa  y  po sterior co rte s  co n  e n z im a  d e  re stricció n  ( P C R - R F L P )  s e  p o dría  d e te cta r  
la p re se n c ia  d e  p a c ie n te s  co n  d ic h o s  po lim orfism o s y  e v a lu a r el r ie sg o  d e  qu e  im plica  
en la te ra p é u tica  d e  los p a c ie n te s  (G lo y n  et al., 2 0 0 9 ).
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1L a  d ia b e te s  m ellitus (D M ) e s  un trastorno  del m etab olism o , c a ra c te riza d o  
por h ip e rg lu ce m ia  crón ica .
S e  b a s a  en  un déficit en la s e c re c ió n  y/o activ id a d  d e  la insulina.
E s tá  co n d ic io n a d a  por fa cto re s  g e n é tico s, a m b ie n ta le s  y  d iv e rs a s  
c irc u n s ta n c ia s  (autoin m u nidad , o b e sid a d , in fe cc io n e s, etc.)
L a  DM  T ip o  II e s  la d e  m ayo r p re v a le n cia , y  su  fis io p a to lo g ía  s e  d e b e  a  
u n a re s iste n c ia  a  la insulina.
1.1 TEMA
F a rm a c o c in é tica  d e  In cretinas.
1.2 TÍTULO
Id en tificación  de un polim orfism o en el g e n  T C F 7 L 2  qu e  con tribu ye a  la 
fa rm a co g e n é tica  de liraglutida en  p a c ie n te s  d ia b é tico s  tipo II.
1.3 PROBLEMA
¿ L a  p re se n c ia  d e  v a ria n te s  g e n é t ic a s  en p a c ie n te s  co n  d ia b e te s  tipo II, 
con tribu ye  al e fecto  terapéutico  de in cre tin a s?
1. INTRODUCCIÓN
21.4 HIPÓTESIS
L a  p re se n c ia  de v a ria n te s  g e n é t ic a s  co n d ic io n a  al e fecto  fá rm a co  
te rap é u tico  d e  incretin as, en p a c ie n te s  co n  d ia b e te s  tipo 2.
1.5 MARCO TEÓRICO
1.5.1 PÁNCREAS: ANATOMÍA y FISIOLOGÍA
E l p á n c re a s  e s  un ó rg a n o  d e  fo rm a a la rg a d a  (1 2 -1 5  cm  de largo) y  có n ica .  
P u e d e  p e s a r  h a sta  100  g ra m o s. S e  e n cu e n tra  lo ca liza d o  tra n sv e rsa lm e n te  en  la 
parte d o rsa l del a b d o m e n  y  u b ica d o  en  el s is te m a  d ige stivo  y  e n d ó crin o  d e  los 
ve rte b ra d o s, por d e trá s del e stó m a g o . E s ,  a  la v e z , u n a  g lá n d u la  e n d o crin a  
(p ro d u ce  c ie rta s  h o rm o n a s im portantes, in c lu ye n d o  insulina, g lu c a g ó n  y  
so m a to sta tin a ), co m o  tam bién e x o crin a  (s e g re g a  ju g o  p a n cre á tico  qu e  co n tie n e  
e n z im a s  d ig e stiv a s  qu e  p a sa n  al intestino d e lg a d o ). E s t a s  e n z im a s  a y u d a n  en  la 
ruptura d e  carb o h id ra to s, líp idos, p ro te ín a s  y  á c id o s  n u c le ic o s  en  el quim o  
(Patton, 20 1 0 ).
E l p á n c re a s  s e  divide en v a r ia s  partes:
C a b e z a : s e  e n cu e n tra  s itu a d a  en el lado d e re ch o  del ó rgano , e s  la parte  
m á s  a n c h a  y  s e  e n cu e n tra  dentro d e  la cu rvatu ra  d u o d e n al (p rim era  parte del 
du oden o).
C u e llo : A n terior a  los v a s o s  m e se n té rico s  su p e rio re s.
C u e rp o : E s  la parte c ó n ica  izq u ierd a , co n tin ú a  po sterior al e stó m a g o  h a c ia  
la d e re ch a  y  s e  e xtie n d e  ligeram en te  h a c ia  arriba.
C o la : E s  el final del p á n c re a s  y  term ina c e rc a  del b azo.
3C o n d u cto  p a n cre á tico : L la m a d o  tam bién C o n d u cto  d e  W irsu n g . E m p ie z a  
en la co la  d ir ig ié n d o se  a  la d e re ch a  por el cuerpo . E n  la porción  inferior d e  la 
c a b e z a  s e  un e  al co n d u cto  co lé d o co  a c a b a n d o  en la a m p o lla  h e p a to p a n cre á tica  
o d e  V a te r  qu e  s e  introduce en  el d u o d e n o  d e sce n d e n te  (s e g u n d a  parte del 
d u o d e n o ) (F ig u r a l)  (Patton, 20 1 0 ).
F ig u ra  1: A n a to m ía  del p á n c re a s
E l p á n c re a s  tiene d o s  fu n c io n e s, una e n d o crin a  y  otra e xo crin a . L a  fu n ció n  
e n d o crin a  e s  la e n c a rg a d a  d e  pro d u cir y  s e g r e g a r  la in su lin a  y  g lu c a g ó n  (e sta s  
h o rm o n a s re gu la n  el nivel d e  g lu c o s a  en la s a n g re ) a  partir d e  u n a s  e stru ctu ra s  
lla m a d a s  islo tes d e  L a n g e rh a n s . E n  e llas, la s  c é lu la s  a lfa  p ro d u ce n  g lu ca g ó n ,  
u n a h o rm ona q u e  tiene  el e fecto  e x a cta m e n te  contrario  al de la insu lina, e s  
h ip e rg lu ce m ia n te  (e le va  el nivel d e  g lu c o s a  en  la sa n g re ); la s  c é lu la s  beta  
p ro d u ce n  insu lina, u n a  h o rm ona q u e  re g u la  la can tid ad  d e  g lu c o s a  en  la s a n g re  
(d ism in u y e  los n iv e le s  d e  g lu c o s a  s a n g u ín e a ). S u  m isión  e s  facilitar q u e  la 
g lu c o s a  qu e  c ircu la  en la s a n g re  penetre  en  las c é lu la s  y  s e a  a p ro v e c h a d a  co m o
4e n e rg ía . L a  g lu c o s a  s e  p u e d e  co n s id e ra r  co m o  la "gaso lina" qu e  h a c e  fu n c io n a r  
al "motor" d e  nu estro  cu e rp o . L a s  c é lu la s  b e ta s  "m iden" los n iv e le s  d e  a z ú c a r  
co n sta n te m e n te  y  e n tre g a n  la can tid ad  e x a c ta  d e  in su lin a  p a ra  q u e  la g lu c o s a  
p u e d a  entrar a  la s  cé lu la s , m an te n ie n d o  a s í  el a z ú c a r  en el ra n g o  norm al d e  7 0  a  
1 1 0  m g. E l e x c e s o  d e  g lu c o s a  e s  g u a rd a d o  co m o  tejido g ra so , o en  el h íg a d o  
co m o  g lu có g e n o . E n tre  co m id a s, c u a n d o  su  a z ú c a r  en  s a n g re  e stá  bajo  y  las  
c é lu la s  n e ce s ita n  com b u stib le , el g lu c ó g e n o  del h íg a d o  e s  con vertid o  en  g lu c o s a ;  
y  las c é lu la s  delta  p ro d u ce n  so m a to statin a  (q ue  p re v ie n e  la lib eración  d e  las  
o tras d o s  h o rm o n a s) (Patton, 2 0 1 0 ).
L a  fu n ció n  e x o crin a  c o n s is te  en la p ro d u cció n  d e  ju g o  p a n cre á tico  qu e  s e  
v u e lc a  a  la s e g u n d a  porción  del d u o d e n o  a  tra v é s d e  d o s  co n d u cto s  e x cre to re s:  
uno principal llam ad o  C o n d u cto  d e  V a rg  y  otro a c c e s o r io  llam ad o  C o n d u cto  de  
M aihem  (s e  d e sp re n d e  del principal). A d e m á s  re g u la  el m etab o lism o  d e  la 
g ra s a s . E l ju g o  p a n cre á tico  e stá  fo rm ad o  por a g u a , b icarbo nato , y  n u m e ro sa s  
e n z im a s  d ig e stiv a s, co m o  la T r ip s in a  y  Q u im o trip sin a  (d ig ieren  pro te ín as), 
A m ila s a  (d ig iere  p o lisa cá rid o s), L ip a s a  (d ig iere  trig licé rid o s o líp idos), 
R ib o n u c le a s a  (d ig iere  A R N )  y  D e so x irr ib o n u c le ic a  (d ig iere  A D N ). L a s  e n z im a s  
s e c re ta d a s  por el tejido e xo crin o  del p á n c re a s  a y u d a n  a  la d e g ra d a c ió n  de  
carb o h id ra to s, g ra s a s , p ro te ín a s  y  á c id o s  en el du oden o. E s t a s  e n z im a s  so n  
tra n sp o rta d a s  por el co n d u cto  p a n cre á tico  h a c ia  el co n d u cto  biliar en  form a  
inactiva. C u a n d o  entran en el duoden o, s e  vu e lve n  a ct iv a s  (Patton, 2 0 1 0 ).
1.5.2DIABETES MELLITUS: GENERALIDADES
L a  D ia b e te s  M ellitus (D M ) e s  un d e so rd e n  m etab ó lico  por d e fe cto s  en  la 
s e c re c ió n  y/o a cc ió n  d e  la insu lina, qu e  s e  c a ra c te r iza  por h ip e rg lu ce m ia  c ró n ica  
co n  p e rtu rb a c io n e s en el m etab o lism o  d e  los carb o h id ra to s, g r a s a s  y  p ro te ín a s  
(A sch e n e r, 2 0 1 3 ).
E x iste n  fa c to re s  d e  rie sg o  v in c u la d o s  a  la DM 2: ín d ice  d e  m a s a  corp oral 
(IM C ) m ayo r a  25, perím etro  d e  cintura m ay o r a  8 0  cm  en m u je re s y  m ayo r a  90  
cm  en ho m b re s, a n te ce d e n te  fam iliar d e  d ia b e te s, p ro ce d e n cia  rural co n  
u rb a n iza c ió n  reciente, a n te ce d e n te  o bstétrico  de d ia b e te s  g e sta c io n a l o h ijos co n  
p e so  m ayo r a  4  K g  al nacim iento , trig licé rid o s m ayo r o igual a  1 5 0  mg/dl, 
co le ste ro l H D L  m en o r a  4 0  mg/dl, h ip ertensión  arterial, e n fe rm e d a d  isq u é m ica  
co ro n a ria  o v a s c u la r  d e  o rigen  a te ro sc le ró tica , bajo  p e so  al n a c e r  o m a c ro so m ía  
(d esa rro llo  o tam añ o  e x c e s iv o  del cu erp o ), se d e n ta rism o , e n fe rm e d a d e s  
a s o c ia d a s  (deterioro  cognitivo, déficit d e  aud ició n , e sq u izo fre n ia , c á n c e re s ,  
e s c le ro s is  h e p á tica ) y  s ín d ro m e  de o vario  po liqu ístico , entre otros (A sch e n e r,  
2 0 1 3 ).
1.5.3 CLASIFICACIÓN DE DIABETES MELLITUS
L a  b a s e  d e  la c la s if ic a c ió n  d e  la DM , s e  fu n d a m en ta  en su  e tio lo g ía  y  
c a r a c te r ís t ic a s  fis io p a to ló g ica s, a b a rc a n d o  cuatro  grup os:
- D ia b e te s  M ellitus tipo I (DM  I): S e  trata d e  u n a  d e fic ie n c ia  a b so lu ta  de  
insu lina, deb id o  a  la d e stru cc ió n  d e  la s  c é lu la s  p p a n cre á tica s . S u s  p rim e ras  
m a n ife sta c io n e s  c lín ic a s  su e le n  ocurrir a lre d e d o r de la pubertad, c u a n d o  y a  la 
fu n ció n  s e  ha  perdido  en  alto grad o , s ie n d o  la insu lino terap ia  totalm ente  
n e c e s a r ia  p ara  la so b re v iv e n c ia  del paciente . A  p e s a r  d e  ello, la d ia b e te s  m ellitus  
tipo I p u e d e  m a n ife sta rse  en e ta p a s  te m p ra n a s  d e  la v id a  adulta, p ro g re sa n d o  
lentam ente  y  no s ie n d o  n e c e s a r ia  la in su lin a  en s u s  e sta d io s  in icia les, 
c o n o c ié n d o s e  e sto s  c a s o s  co m o  D ia b e te s  auto inm un e latente del adulto  (L A D A )  
(A sch e n e r, 2 0 1 3 ).
- D ia b e te s  M ellitus tipo II (DM  II): E s te  tipo de d ia b e te s  a fe cta  
principa lm en te  a  adultos, sin  e m b argo , su  fre c u e n c ia  e stá  a u m e n ta n d o  en n iñ o s y  
a d o le s c e n te s  o b e so s.
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S e  p re se n ta  co n  g ra d o s  v a ria b le s  d e  re s iste n c ia  a  la insu lina, requiriendo  
u n a d e fic ie n c ia  en  la p ro d u cció n  d e  la m ism a  p redo m inante  o no (A sch e n e r,  
2 0 1 3 ).
A m b o s  fe n ó m e n o s  d e b e n  e sta r p re se n te s  en a lg ú n  m om ento p a ra  una  
e le v a c ió n  d e  la g lu ce m ia  (A sch e n e r, 2 0 1 3 ).
A u n q u e  e x iste n  m a rca d o re s  c lín ic o s  q u e  indiquen co n  p re c is ió n  cu á l de  
los d o s  d e fe cto s  p rim ario s p re d o m in a  en c a d a  p aciente , el e x c e s o  d e  p e so  
su g ie re  la p re se n c ia  de re s iste n c ia  a  la insu lina, m ien tras qu e  la p é rd id a  d e  p e so  
su g ie re  un a re d u cc ió n  p ro g re siv a  en  la p ro d u cció n  d e  la h o rm ona (A sch e n e r, 
2 0 1 3 ).
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F is io p a to ló g ica m e n te  p o d e m o s c la s if ic a r  a  la DM  II en:
a) P re d o m in a n te  in su lin o re siste n te  co n  d e fic ie n c ia  relativa d e  la insulina.
b) P re d o m in a n te  co n  un defecto  se c re to r d e  la insu lina  co n  o sin  
re s iste n c ia  a  la m ism a.
- D ia b e te s  m ellitus g e sta c io n a l (D M G ): E s  la a lte ració n  del m etab o lism o  de  
los h idratos d e  ca rb o n o  d e  se v e rid a d  variab le, qu e  s e  in icia  o re co n o ce  durante  
el e m b a ra zo .
- O tro s tipos e s p e c íf ic o s  d e  D ia b e te s  m ellitus: D e fe cto s  g e n é tic o s  d e  la 
cé lu la  p, d e fe cto s  g e n é tic o s  en la a cc ió n  d e  la insu lina, e n fe rm e d a d e s  del 
p á n c re a s  exo crin o , e n d o crin o p a tía s  in d u c id a s  por d ro g a s  o q u ím ico s, 
in fe cc io n e s, fo rm a s  p o co  co m u n e s  de D ia b e te s  m e d ia d a s  in m u n o ló g icam e n te  y  
o tros s ín d ro m e s  g e n é tic o s  (A sch e n e r, 2 0 1 3 ).
1.5.4DIABETES MELLITUS Tipo II
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L a  DM  II en  La tin o a m é rica  e s  uno d e  los m a y o re s  p ro b le m a s p ara  los  
s is te m a s  d e  sa lu d . A lre d e d o r d e  2 6  m illo nes d e  a d u lto s co n  D ia b e te s  re sid e n  en  
e sta  región, e sp e ra n d o  p ara  el añ o  2 0 3 0  un increm en to  d e  la p a to lo gía  y  s ie n d o  
a p ro x im a d a m e n te  3 9 ,9  m illo n e s los a fe cta d o s, a  c a u s a  d e  la o b e sid a d , la 
into lerancia  a  la g lu c o s a  y  en  un p o rcen ta je  e le v a d o  d e  p a c ie n te s  el 
d e sco n o cim ie n to  d e  tal co n d ic ió n  (A sc h e n e r, 2 0 1 3 ).
L a  DM  s e  e n cu e n tra  entre  la s  p rim e ra s c in co  c a u s a s  d e  m ortalidad y  e sto  
s e  d e b e ría  a  ca rd io p a tía s  isq u é m ic a s  e  infartos ce re b ra le s . A d e m á s, la d ia b e te s  
e s  la prim era c a u s a  d e  c e g u e ra , in su fic ie n cia  renal, a m p u ta c io n e s  no d e b id a s  a  
tra u m a s e in ca p a c id a d  prem atura, s e  e n cu e n tra  entre la s  d ie z  p rim e ra s c a u s a s  
de  h o sp ita liza ció n  y  so licitud  d e  a te n ció n  m é d ica  (A sc h e n e r, 20 1 3 ).
1.5.5 TRATAMIENTO
T r a s  la a p lica c ió n  d e  un tratam iento p ara  la DM II, los o b jetivos p ro p u e sto s  
son : contro lar la h ip erg lu cem ia , evitar o re tra sa r las c o m p lic a c io n e s  cró n ica s :  
m icro a n g io p á tica s  (nefropatía, retinopatía  y  n e u ro p a tía ) y  m a cro a n g io p á tica s  
(e n fe rm e d a d  ce re b ro v a scu la r, artro patía  periférica, c a rd io p a tía s  isq u é m ica), 
evitar d e s c o m p e n s a c io n e s  a g u d a s , d ism in u ir la ta s a  d e  m ortalidad y  m an te n e r  
u n a ca lid a d  d e  v id a  óptim a (L la n e s , 2 0 0 2 ).
E s  fu n d am en ta l co n s id e ra r  c ie rta s  c o n d u c ta s  qu e  a co m p a ñ a n  el 
tratam iento fa rm a co ló g ico  com o: c a m b io s  en el estilo  de v id a  (m o d ificació n  en  la 
dieta, e je rcic io  fís ico , e d u c a c ió n  so b re  la im po rtancia  de la en ferm ed ad , 
a b ste n c ió n  d e  fum ar, entre  otros), qu e  so n  el punto d e  partida a  la hora d e  tratar 
la h ip e rg lu ce m ia  (L la n e s , 2 0 0 2 ).
L a  p érd ida  de pe so , co n  dieta h ip o ca ló rica , ba ja  en  g r a s a s  sa tu ra d a s, 
hid ratos d e  ca rb o n o  y  sa l, y  co n  aum en to  del e je rcic io  fís ico , tiene gran  
im po rtancia  en el control de la h ip erg lu cem ia ; d e  to d a s  m a n e ra s  en  m u ch o s  
c a s o s  e s  n e c e s a r ia  la a d m in istrac ió n  d e  fá rm a co s  h ip o g lu ce m ia n te s  (L la n e s ,  
2 0 0 2 ).
L o s  fá rm a c o s  h ip o g lu ce m ia n te s  a ctú a n  por d iferen te s m e c a n is m o s  y  s e  
a g ru p a n  e sta b le c ie n d o  los d iferen tes g ru p o s  te rap é u tico s. E llo s  son:
- S U L F O N I L U R E A S :  E stim u la n  la s e c re c ió n  de in su lin a  m ed iante  la unión  
al re ce p to r d e  m e m b ra n a  S U R  (re cep to r de su lfo n ilu re as), b lo q u e a n d o  los  
c a n a le s  K a tp  en la s  c é lu la s  p y  d e  e sta  m a n e ra  estim u lan  los e fe cto s  qu e  la 
g lu c o s a  in d u ce  so b re  la s e c re c ió n  d e  insu lina) (G a r c ía  B a rra d o  y  Ig le s ia s , 2 0 0 8 ).
- A N Á L O G O S  D E  L A S  M E G L IT IN ID A S :  A ctú a n  ce rra n d o  c a n a le s  d e  K atp  y  
el sitio de unión d e  é sto s  fá rm a c o s  e s  el S U R .  D e  e sta  form a, in d u cen  a  la 
re d u cc ió n  de la g lu c e m ia  y  d e  la h e m o g lo b in a  g lu c o s ila d a  s im ila r a  la o b se rv a d a  
en la s  su lfo n ilu re a s (G a r c ía  B a rra d o  y  Ig le s ia s , 2 0 0 8 ).
- B IG U A N ID A S : E s t o s  fá rm a c o s  no a ctú a n  d irectam en te  so b re  la s  c é lu la s  
p p a n cre á tica s , s e  e n c a rg a n  d e  re d u cir la g lu c o n e o g é n e s is  h e p á tica  y, en m en or  
m edida, la g lu co g e n ó lis is , p o te n cia  los e fe cto s  d e  la insu lina  en los te jidos  
a d ip o so  y  m u scu la r  y  d ism in u ye  la a b so rc ió n  intestinal d e  la m u c o s a  (G a r c ía  
B a rra d o  y  Ig le s ia s , 2 0 0 8 ).
- IN H IB ID O R E S  D E  L A S  a - G L U C O S I D A S A S :  A ctú a n  inhibiendo en form a  
re ve rsib le  la s  e n z im a s  a -g lu c o s id a s a s  del borde de la p ared  intestinal re tra san d o  
la d ige stió n  d e  los h id ratos d e  ca rb o n o  co m p le jo s  y  d isa c á rid o s , a  m o n o sa cá r id o s  
fá cilm en te  a b so rb ib le s , co m o  la e n tra d a  d e  g lu c o s a  en la c ircu la c ió n  e sta  
e n le n te cid a , la cé lu la  p s e  e n cu e n tra  en m e jo re s c o n d ic io n e s  d e  re sp o n d e r  
liberando in su lin a  frente a  u n a  co n ce n tra c ió n  d e  g lu c o s a  m e n o s  e le v a d a  (G a r c ía  
B a rra d o  y  Ig le s ia s , 2 0 0 8 ).
- G L IT A Z O N A S :  S o n  a g o n is ta s  de P P A R y  y  s e  un en  a  d ich o  re ce p to r en  
los a d ip o cito s preferentem ente, pero tam bién en el m ú scu lo  y  el h íga d o . In d u ce n  
la e x p re sió n  de d iferen te s g e n e s  q u e  participan en  a c c io n e s  de la insulina.
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L a s  g lita zo n a s, a u m en ta n  los n iv e le s  d e  H D L  y  L D L  y  en  c o n s e c u e n c ia  de  
su  a cc ió n  a d ip o g é n ica , p ro d u ce n  increm en to  d e  p e so  (G a r c ía  B a rra d o  y  Ig le s ia s ,  
2 0 0 8 ).
- IM ID A Z O L IN A S : E stá n  re la c io n a d a s  co n  los b lo q u e a n te s a 2- 
a d re n é rg ico s . E je rc e n  su  a cc ió n  fa rm a co ló g ic a  e stim u la n d o  la s e c re c ió n  de  
in su lin a  al b lo q u e a r el c a n a l K a tp  , pero  en  lu g a re s  d istintos a  las su lfo n ilu re a s  y/o 
activ a n d o  p ro te in c in a sa s  (P K A , P K C )  (G a r c ía  B a rra d o  y  Ig le s ia s , 2 0 0 8 ).
- IN C R E T IN A S :  so n  h o rm o n a s in testin a le s lib e ra d a s  al torrente circu latorio  
en re sp u e sta  a  la ingestió n  de nutrientes, particip an do  en  la h o m e o sta s ia  d e  la 
g lu ce m ia , re g u la n d o  la s e c re c ió n  d e  in su lin a  y  g lu c a g ó n  d e  m a n e ra  d e p e n d ien te  
de  g lu c o s a  (L a z o  y  D e lg a d o , 2 0 1 2 ).
S e  han identificado d o s  in cre tin as p rin cip a le s, las c u a le s  p ro v o ca n  el 5 0 %  
de  la s e c re c ió n  d e  insu lina  por el p á n c re a s. E lla s  son:
• G IP  (polipéptido  insu linotrópico  d e p e n d ie n te  d e  g lu c o sa ), polipéptido  
d e  42  a m in o á c id o s  p ro du cid o  en  la s  c é lu la s  K  in testin a le s s itu a d a s  
principa lm en te  en el d u o d e n o  y  yeyun o.
• G L P -1  (péptido  re la cio n a d o  al g lu c a g ó n  tipo I), un polipéptido d e  3 0  
a m in o á c id o s  liberado  por la s  c é lu la s  L  in testin a le s u b ic a d a s  en  
du oden o, íleon e intestino g ru e so .
A m b a s  h o rm o n a s e je rce n  s u s  e fe cto s  a  tra v é s  d e  los re ce p to re s  
a c o p la d o s  a  prote ína  G . L o s  re ce p to re s  d e  G L P -1  s e  e x p re sa n  en la s  c é lu la s  alfa  
y  beta d e  los is lo te s del p á n c re a s , del s is te m a  n e rv io so  central y  periférico, 
co ra zó n , riñón, pulm ón, tejido a d ip o so  y  tracto gastro in testina l; m ien tras qu e  los  
re ce p to re s  G IP  lo h a ce n  en los is lo te s p a n cre á tico s , en tejido a d ip o so  y  ce re b ro  
(L a z o  y  D e lg a d o , 20 1 2 ).
A l u n irse  al re ce p to r a co p la d o  a  pro te ína  G , tanto la G L P -1  co m o  la G IP  
p ro d u ce n  un a u m en to  del m on ofo sfato  c íc lico  d e  a d e n o sin a  (A M P c) in trace lu lar y  
activan  la p ro te ín c in a sa  A, la cu a l c ierra  los c a n a le s  d e  po tasio  s e n s ib le s  al
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a d e n o sín trifo sfa to  (A T P )  y, al m ism o  tiem po, in d u ce  a  un increm en to  d e  la 
c o n ce n tra c ió n  d e  ca lc io  intrace lu lar co n  la c o n se c u e n te  re a liza c ió n  de  
in n u m e ra b le s re a c c io n e s  h ip o g lu ce m ia n te s  (L a z o  y  D e lg a d o , 20 1 2 ).
S i c o n s id e ra m o s  el e fecto  d e  e s ta s  incretin as, la G L P - 1  p ro d u ce  un 
m ejoram iento  en  la se n s ib ilid a d  a  la g lu c o s a  d e  la s  c é lu la s  a lfa  y  beta  
e stim u la n d o  a d e m á s, só lo  en c a s o s  d e  h ip erg lu cem ia , la s e c re c ió n  d e  insulina; 
d ism in u ye  la g lu c o s a  p la sm á tica  po stp ran d ia l y  en a y u n a s; inhibe la s e c re c ió n  de  
g lu c a g ó n  (e x ce p to  en c a s o s  d e  h ip o g lu ce m ia); d ism in u ye  la h e m o glo b in a  
g lu c o s ila d a  (H b A 1c); e n le n te ce  el v a c ia d o  g á str ico  y  a ctú a  en  el h ipotálam o  
p ro d u cie n d o  s e n s a c ió n  d e  s a c ie d a d  re d u c ie n d o  la in g e sta  alim entaria; en  el 
s is te m a  c a rd io v a s c u la r  tiene a c c io n e s  p ro tecto ras so b re  el m ism o, a c c io n e s  
d ire cta s  co n  el aum en to  del efecto  inotrópico y  d e  la ca p ta c ió n  d e  g lu c o s a  por los  
card io m io cito s, m ejo rando  el pre a co n d icio n a m ie n to  isq u é m ico  (L a z o  y  D e lg a d o , 
2 0 1 2 ).
L a  G L P -1  s e  c a ra c te r iza  por inhibir la a p o p to sis  d e  la s  c é lu la s  beta, 
a u m e n ta n d o  su  pro liferación  y  la in d u cció n  a  su  p ro d u cció n  (L a z o  y  D e lg ad o , 
2 0 1 2 ).
L a  G IP  en cam bio , no influye so b re  la s e c re c ió n  de g lu c a g ó n  ni del 
v a c ia d o  gá strico . E je rc e  e fe cto s  e stim u la d o re s  so b re  la s e c re c ió n  d e  insu lina  
d e p e n d ie n te  d e  g lu c o s a  y  p o te n cia  la su p e rv iv e n c ia  y  p ro liferación  d e  la s  c é lu la s  
alfa  (L a z o  y  D e lg a d o , 2 0 1 2 ).
E l e fecto  insu linotrófico  d e  a m b a s  h o rm o n a s e s  d irectam en te  pro po rcion al 
y  d e p e n d ien te  d e  la s  co n ce n tra c io n e s  d e  g lu c o s a  en  p la sm a. D e  e sta  m an e ra  
co n c lu im o s  qu e  a  m ayo r va lo r d e  g lu ce m ia  m ayo r s e rá  el e fecto  de la s  in cre tin as  
c re a n d o  un m e c a n ism o  protector con tra  la h ip o g lu ce m ia  (L a z o  y  D e lg a d o , 2 0 1 2 ).
T a n to  la G L P -1  co m o  la G IP  tienen una v id a  m ed ia  m uy corta  y  so n  
d e g ra d a s  por la e n z im a  D P P - 4  (d ipeptid ilpeptidasa  4), o rig in a n d o  p éptido s  
in a ctivo s b io ló g ica m e n te  (F ig u ra  2).
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F ig u ra  2: M e ca n ism o  de a cc ió n  d e  incretin as.
E n  los p a c ie n te s  d ia b é tico s tipo II, la p ro d u cció n  y  s e c re c ió n  d e  G L P - 1  se  
e n cu e n tra n  d ism in u id a s, m ientras qu e  la s  co n ce n tra c io n e s  d e  G IP  so n  no rm ales. 
P o r tal m otivo, la fa rm a co te ra p ia  s e  ha ce n tra d o  en  la G L P -1  (L a z o  y  D e lg a d o ,  
2 0 1 2 ).
E x iste n  d o s  e stra te g ia s  te ra p é u tica s  qu e  a ctú a n  so b re  el s is te m a  de  
incretin as. U n a  e stá  d irigida a  rep ro d u cir el e fecto  d e  e s ta s  h o rm o n a s por m edio  
d e  la u tilizació n  de a g o n is ta s  G L P -1  y  la otra c o n s is te  en  p o te n ciar la a cc ió n  de  
la s  in cre tin as e n d ó g e n a s  m ed iante  la in co rp o ració n  d e  los inh ib id ores d e  la D P P -  
4  (L a z o  y  D e lg a d o , 20 1 2 ).
L o s  a g o n is ta s  G L P -1  a ctú a n  so b re  los re ce p to re s  G L P -1  y  p re se n ta n  una  
s e c u e n c ia  s im ila r a  la ho rm o n a natural, pero  co n  m ay o r re s iste n c ia  a  la 
d e g ra d a c ió n  por la e n z im a  D P P -4 . E n  e ste  gru p o  in clu irem o s a  los fá rm a co s  
e x e n a tid a  y  liraglutida (L a z o  y  D e lg a d o , 20 1 2 ).
L o s  inh ib id ores de la D P P -4  s e  unen a  la e n z im a  D P P -4  e inhiben de  
fo rm a re ve rsib le  la h id ró lisis d e  la s  in cre tin as e n d ó g e n a s , a u m e n ta n d o  los n iv e le s  
tanto d e  G IP  co m o  de G L P - 1 ,  a s í  co m o  tam bién la p o te n cia ció n  d e  su  a cc ió n , lo 
q u e  co n lle v a  al increm en to  d e  la re sp u e sta  in su lín ica  y  la d ism in u ció n  de la 
se c re c ió n  d e  g lu ca g ó n . L o s  fá rm a c o s  p e rte n e cie n te s a  e ste  gru p o  so n  la 
sitagliptina  y  la v ildagliptina  (L a z o  y  D e lg a d o , 2 0 1 2 ).
E x e n a t id a : e ste  fá rm a co  s e  une y  a ctiva  al re ce p to r d e  G L P - 1 ,  su  
m e c a n ism o  de a cc ió n  e stá  m e d ia d a  por A M P  c íc lic o  y  o tras v ía s  d e  s e ñ a liza c ió n  
intracelular, e ste  fá rm a co  in crem en ta  la s e c re c ió n  d e  in su lin a  por c é lu la s  
p a n c re á tic a s  (A s c a s o , 2 0 1 3 ).
L u e g o  d e  su  ad m in istració n  por v ía  su b cu tá n e a , a lc a n z a  su  co n ce n tra c ió n  
p la sm á tica  m ed ia  a p ro x im a d a m e n te  a  la s  2 h o ras. E s  e lim in a d a  principalm en te  
por e x cre c ió n  g lo m e ru la r luego  d e  su  d e g ra d a c ió n  proteolítica (A s c a s o , 2 0 1 3 ).
L ir a g lu t id a : su  m e c a n ism o  d e  a cc ió n  e s  m ed iad o  a  tra v é s  d e  la 
in teracció n  e s p e c íf ic a  co n  los re ce p to re s G L P -1  g e n e ra n d o  un increm en to  del 
A M P  c íc lico . E st im u la  la s e c re c ió n  de in su lin a  y  d ism in u ye  la d e  g lu c a g ó n  de un  
m odo g lu c o s a  d e p e n d ien te  (A s c a s o , 2 0 1 3 ).
S u  ad m in istració n  e s  por v ía  su b cu tá n e a , p e rd u ran d o  su  a cc ió n  durante  
2 4  h o ra s  y  a lc a n za n d o  su  m áxim a  co n ce n tra c ió n  a  la s  8 -1 2  h o ra s  d e  su  
a p lica ció n . S u  a b so rc ió n  parentera l e s  lenta y  la b io d isp o n ib ilid ad  e s  del 5 5 % .  
P re se n ta  una e le v a d a  unión (m a yo r al 9 8 % ) a  p ro te ín a s  p la sm á tica s. S e  
m e tab o liza  d e  m odo sim ilar a  la s  g ra n d e s  p ro te ín a s  sin  q u e  s e  h a y a  identificado  
un ó rg a n o  e sp e c íf ic o  co m o  ruta principal de e lim inación. S u  v id a  m ed ia  de  
elim in ació n  e s  a p ro x im a d a m e n te  d e  13 h o ra s  (A s c a s o , 2 0 1 3 ).
Vildagliptina: e s  un h ip o g lu ce m ian te  oral q u e  o rig in a  un aum en to  d e  los  
n iv e le s  e n d ó g e n o s  p o stp ra n d ia le s  y  en  a y u n a s  de la s  h o rm o n a s G L P - 1  y  G IP ;  
co n  ello  p o te n cia  el a u m en to  del co c ie n te  in su lin a /g lu cagó n  durante  la 
h ip erg lu cem ia , d ism in u ye n d o  la lib eración  h e p á tica  de g lu c o s a  co n  la fa s e
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po stp ran d ia l o en  a y u n a s, c o n sig u ie n d o  de e sta  fo rm a d ism in u ir la g lu c e m ia  
(A s c a s o , 2 0 1 3 ).
S e  a b so rb e  ráp id am e n te  lo gran do  una b io d isp onib ilidad  del 8 5 % , tiene  
u n a baja  unión a  p ro te ín a s  (9 ,3 % ) y  el m etab o lism o  e s  su  principal v ía  de  
e lim in ació n  s ie n d o  su  e x cre c ió n  por o n d a  del 8 5 %  y  por h e c e s  del 1 5 % . S u  v id a  
m ed ia  e s  d e  a p ro x im a d a m e n te  3 h o ra s  (A s c a s o , 2 0 1 3 ).
Sitagliptina: S u  fa rm a co d in a m ia  e s  igual a  la anterior.
L a  b io d isp onib ilidad  a b so lu ta  e s  a p ro x im a d a m e n te  del 8 7 % , su  
d istribució n  e s  en  parte un ida  re ve rsib lem e n te  a  p ro te ín a s  p la sm á tic a s  (3 8 % ). E l 
7 9 %  e s  e x cre ta d a  sin  c a m b io s  a  tra v é s d e  orina, m ie n tra s q u e  el m etab o lism o  e s  
u n a v ía  m en o r de e lim in ació n  (A s c a s o , 2 0 1 3 ).
E l tratam iento  b a sa d o  en  el e fecto  incretina e s  uno d e  los m á s  n o v e d o so s, 
y  p a re c e ría  tener d iv e rso s  b e n e fic io s, in c lu y é n d o se  entre  e llo s  un efecto  
h ip o g lu ce m ian te  co m p a ra b le  al d e  los tratam iento s c lá s ic o s  e sta b le c id o s  d e sd e  
h a c e  a ñ o s  (m etform ina, su lfo n ilu rre as, m eglitin id as, etc.), s ie n d o  m á s  potente los  
a n á lo g o s  de G L P -1  q u e  los inh ib id o res d e  la D P P -4 , e s c a s o  rie sg o  de  
h ip o g lu ce m ia s, sin  a u m en to  d e  p e so  y  d ism in u ció n  co n  los a n á lo g o s  d e  G L P - 1 .  
Fa lta  por d e m o stra r su  efecto  b e n e fic io so  en  la p re v e n ció n  d e  p a to lo g ía s  
c a rd io v a s c u la re s  y  no e stá  del todo c laro  si p u e d e n  p re ven ir la p ro g re sió n  d e  la 
en fe rm ed a d . S in  e m b argo , e s  d e  re le v a d a  im po rtancia  tener en cu e n ta  s u s  
ve n ta ja s, y a  qu e  co rrige n  los d e fe cto s  fis io p a to ló g ico s  d e  la DM 2, p o se e n  un 
efecto  h ip o g lu ce m ia n te  potente y  s im ila r al d e  los tratam iento s y a  e sta b le c id o s, 
a d e m á s  no influyen en v a r ia c io n e s  del p e so  corp oral (A s c a s o , 20 1 3 ).
E l tratam iento  h ip o g lu ce m ian te  no so lo  e s  com plejo , s in o  qu e  pu ed e  
re la c io n a rse  co n  s u c e s iv o s  e fe cto s  p e rju d ic ia les, co m o  son:
• D ism in u ció n  del núm ero  y  fu n ció n  de la s  c é lu la s  beta p a n cre á tica s . E sto  
s e  re la cio n a  co n  m últip les fa cto re s  co m o  so n  la e x iste n c ia  d e  po lim orfism o s
a s o c ia d o s  a  la d isfu n ció n  d e  la cé lu la  beta y  m a s a  celu lar, la lipotoxicidad por 
aum en to  p la sm á tico  d e  á c id o s  g r a s o s  libres y  su  d e p ó sito  intracelular, la 
g lu co to x ic id a d  q u e  tam bién interviene en el deterioro  d e  la s  c é lu la s  beta.
• R ie s g o  a  e p iso d io s  d e  h ip o g lu ce m ia s, qu e  en p e rs o n a s  co n  d ia b e te s  
e v o lu c io n a d a  y  su m a d o  un deterioro  v a scu la r, p u ed en  p ro v o ca r e p iso d io s  
c a rd io v a s c u la re s  co n  rie sg o  d e  m ortalidad.
• A u m e n to  d e  p e so  qu e  p u e d e  a g ra v a r  la o b e sid a d , la re s iste n c ia  a  la 
insu lina  la h ip e rg lu ce m ia  y  e vo lu ció n  d e  la d iab etes.
C o m o  s e  ha  d e scrip to  so n  m u c h o s  los fá rm a c o s  qu e  e x iste n  p a ra  tratar la 
D M 2. S in  e m b a rg o  no co n ta m o s co n  un fá rm a co  ideal, q u e  s e r ía  aq u el c a p a z  de  
n o rm aliza r la g lu ce m ia  sin  p ro v o ca r e fe cto s  se c u n d a rio s  co m o  los anteriorm ente  
m e n cio n a d o s  (A s c a s o , 2 0 1 3 ).
E l tratam iento  fa rm a co ló g ico  d e b e  s e r  p e rso n a liza d o  ten iend o  en cu e n ta  
d iferen te s puntos: po tencia l h ip o g lu cé m ico , equilibrio  rie sg o -b e n e fic io  y  c a m b io s  
en el p e so  (A s c a s o , 20 1 3 ).
1.5.6 GEN IMPLICADO EN EL ESTUDIO: TCF7L2
C o m o  y a  s e  ha d e sa rro lla d o  anteriorm ente, la D ia b e te s  tipo II e s  una  
p a to lo gía  a s o c ia d a  a  d iv e rso s  fa cto re s, entre e llo s  los g e n é tico s. D iv e rsa s  
e x p lo ra c io n e s  so b re  el g e n o m a  han d e m o stra d o  qu e  a p ro x im a d a m e n te  so n  2 0  
los g e n e s  a s o c ia d o s  a  la su sce p tib ilid a d  d e  d e sa rro lla r D ia b e te s  M ellitus tipo II 
(G lo yn , 2 0 0 9 ).
T C F 7 L 2  e s  el g e n  co n  m ayo r e fecto  so b re  la su sce p tib ilid a d  a  d e sa rro lla r  
DM  II, y  o tras p a to lo g ía s  co m o  c á n c e r  de co lo n  rectal. S e  trata d e  u n a  prote ína  
q u e  a ctú a  co m o  fa cto r d e  tra n scrip ció n . L a  m ism a  e stá  v in cu la d a  a  d iv e rs a s  
fu n c io n e s  entre e lla s, intervenir en el p ro ce so  d e  tra n scrip c ió n  y  s e r  m iem bro  de
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la "vía d e  s e ñ a liza c ió n  W nt” (conjunto  d e  v ía s  im p lica d a s  en la tra d u cció n  de  
s e ñ a le s  d e s d e  el exterior ce lu la r h a c ia  el interior ce lu la r) (G lo yn , 2 0 0 9 ).
T r a s  la re a liza c ió n  d e  d iv e rso s  e stu d io s, re cien te m e n te  s e  logró d e scu b rir  
q u e  p o lim o rfism o s de e ste  g e n  m ostraro n  tener rie sg o  g e n é tico  m á s  fuerte, 
s ie n d o  uno de los d e  m ay o r interés la variante: r s 7 9 0 3 1 4 6  (Z im d a h l et al., 2 0 1 3 ).
P o r d iferen te s m e ca n ism o s, e ste  polim orfism o a u m e n ta ría  el r ie sg o  de  
d ia b e te s  y  a fe cta ría  la re sp u e sta  al tratam iento  fa rm a co ló g ico , tanto en  la 
in d u cció n  d e  s e c re c ió n  d e  insu lina  co m o  a s í  tam bién en  a lte ra c io n e s  d e  g lu c a g ó n  
y  p é p tid o s s im ila re s  a  él (Z im d a h l et al., 2 0 1 3 ).
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G e n e ra le s :
• B u s c a r  una varian te  g e n é tica  en p a c ie n te s  co n  d ia b e te s  tipo II, qu e  
co n trib u ya  a  la e fectiv id ad  d e  la liraglutida.
E s p e c íf ic o s :
• R e a liz a r  u n a  p u e sta  a  punto de u n a  té cn ica  p ara  la identificación  del 
polim orfism o rs7 9 0 3 1 4 6 , en  el g e n  T C F 7 L 2 .
• A n a liz a r  la p re se n c ia  d e  un polim orfism o en un g e n  a s o c ia d o  co n  la 
fa rm a co c in é tica  d e  In cretinas.
2. OBJETIVOS
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3.1 PACIENTES EN ESTUDIO
E l e stu d io  incluyó  d ie z  p a c ie n te s  co n  d ia g n ó stico  previo  d e  DM 2, qu e  
a sistie ro n  al se rv ic io  d e  d ia b e to lo g ía  del H o sp ita l N a c io n a l de C lín ic a s  d e  la 
ciu d a d  d e  C ó rd o b a  co n  el fin d e  re a liza r a n á lis is  d e  control de d iab etes.
L o s  su je to s  p artic ip an te s d e b ie ro n  p ro p o rcio n ar su  C o n se n tim ie n to  
In form ado firm ado y  de a cu e rd o  co n  la d e c la ra c ió n  d e  H e ls in k i (e ste  p ro yecto  fue  
a p ro b a d o  por el C o m ité  d e  B io é tica  del H o sp ita l N a cio n a l d e  C lín ic a s  d e  la 
ciu d a d  d e  C ó rd o b a  y  el M inisterio d e  S a lu d  de la P ro v in c ia  de C ó rd o b a ).
3. MATERIALES y MÉTODOS
3.2 CRITERIOS
S e  s ig u ie ro n  los s ig u ie n te s  criterio s p ara  la in co rp o ració n  o no d e  los 
p a c ie n te s  se g ú n :
Criterios de inclusión: ind iv iduo s m a y o re s  d e  18 a ñ o s, co n  d ia g n ó stico  
c lín ico  d e  DM 2, co n  co n o cim ien to  d e  m e d icam e n to s, te ra p ia s  y  d o s is  re c ib id a s  
por el paciente.
Criterios de exclusión: p a c ie n te s  qu e  no p o se a n  DM 2, o qu e  s e  
e n cu e n tre n  particip an do  d e  otros estu d io s.
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3.3 MUESTRAS
L a s  m u e stra s  a n a liz a d a s  co n sistie ro n  en:
• S a n g r e  e ntera  co n  a n tico a g u la n te  E D T A  o bten id a  por ven ipun tura  en  
tu b o s B D  V a c u ta in e r ®  E D T A - K 2  5 .4  m g.
• A D N  d e  s a n g re  e ntera  co n  a n tico a g u la n te  E D T A  o bten id a  por 
ven ip u n tu ra  en tu b o s B D  V a c u ta in e r ®  E D T A - K 2  5 .4  m g, e xtra íd o  s e g ú n  el 
m étodo ind icad o  por el kit co m e rcia l " W iz a rd ®  D N A  Pu rification  Kit" (C at. 
# A 1 1 2 0 , P ro m e g a ).
• L o s  p a c ie n te s  s e  p re se n ta ro n  co n  12 h o ra s  d e  ayuno.
3.4 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS
3.4.1 Extracción de ADN
S e  utilizó el " W iz a rd ®  D N A  Pu rification  Kit" (C a t. # A 1 1 2 0 , P ro m e g a )  
(F ig u ra  3).
E l W iz a r d ®  D N A  Purification  e stá  d ise ñ a d o  p ara  la se p a ra c ió n  d e  A D N  de  
los g ló b u lo s  b la n co s, te jid os de cu ltivo s ce lu la re s , tejido an im al y  vegeta l, 
le v a d u ra s  y  b a cte ria s  G ra m  positivo  y  n e ga tivo s.
E s te  kit s e  b a s a  en  un p ro c e so  d e  4  p a so s: lisis  ce lu lar, lis is  nu clear, 
re m o ció n  d e  p ro te ín a s ce lu la re s  m ed iante  un precip itante y, co n ce n tra c ió n  y
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d e s a lin iza c ió n  del A D N  m ed iante  p recip itació n  co n  isop ro p an o l y  la va d o  co n  
etanol 7 0 % .
F ig u ra  3 :"W iza rd  G e n o m ic  D N A  Purification  Kit" (P ro m e g a  ® ) .
Procedimiento: 150^1 d e  s a n g re  a n tico a g u la d a  s e  lisaron co n  C e ll L y s is  
So lu tio n  y  N u c le ic  L y s is  So lution . Lu e g o , s e  cen trifugó  la m u e stra  y  s e  d e sca rtó  
el so b re n a d a n te . P a ra  la e x tra cc ió n  del A D N  s e  utilizaron d istin tas s o lu c io n e s  
p ro v ista s por el fa b rica n te  (R N A s e  Solution , Protein  Precip itation  S o lu tio n ) con  
p o ste rio re s ce n tr ifu g a c io n e s  b re v e s  a  1 3 .0 0 0  r.p.m . y  p a ra  la p recip itació n  del 
m ism o  s e  utilizó Iso p ro p a n o l y  E ta n o l 7 0 % . P o r último, el A D N  e xtra íd o  s e  
re su sp e n d ió  en D N A  R eh yd ratio n  Solution.
3.4.2 Amplificación del gen mediante PCR
P C R  (R e a c c ió n  en C a d e n a  d e  la P o lim e ra sa ) e s  un m étodo qu e  s e  b a s a  
en el u so  d e  la c a p a c id a d  d e  la A D N  p o lim e ra sa  p ara  sin te tiza r u n a  n u e va
c a d e n a  d e  A D N  co m p le m e n ta ria  a  una c a d e n a  m olde o frecid a. D e b id o  a  qu e  la 
e n z im a  p u e d e  a ñ a d ir un nu cleó tido  so la m e n te  en  un gru p o  3 ’-O H  preexistente, 
s e  n e ce s ita n  prim ers a  los c u a le s  s e  a ñ a d e  el prim er nucleótido. E sto  h a c e  que  
s e a  p o sib le  delim itar u n a  región  e s p e c íf ic a  d e  la s e c u e n c ia  m o ld e  q u e  el 
in v e stig a d o r d e s e a  am plificar. U n a  v e z  fin a liza d a  la re a cc ió n  d e  P C R  la 
s e c u e n c ia  e s p e c íf ic a  s e  a cu m u la  en m ile s  d e  m illo n e s d e  c o p ia s  (R o sta n , 2 0 1 4 ).
Procedimiento: Al A D N  extra íd o  s e  le re a lizó  la re a cc ió n  en  c a d e n a  d e  la 
p o lim e ra sa  ( P C R )  y  p ara  e sto  s e  tom ó 1 ^l d e  m u e stra  d e  A D N , 3 ^l d e  C o lo r le s s  
R e a ctio n  Buffer T a q  5 x  (P r o m e g a ™ ), 0 .1 2  ^l d e  d N T P s  (1 0  mM, P r o m e g a ™ ),  
0 .1 2  ^l de G o T a q  P o lim e r a s a ®  (5  U /^ l, P r o m e g a ™ ), 1 ^l d e  P rim e r Forw ard  
co rre sp o n d ie n te , 1 ^l d e  P rim e r R e v e r s e  co rre sp o n d ie n te  y  s e  llevó a  vo lu m e n  
final 15 ^l co n  a g u a  b id estila d a  ca lid a d  b io lo g ía  m olecu lar.
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Fragmento de secuencia del gen en estudio:
GAGAGCT AAGCACTTTTTAGGT AYT AT AT AATTT AATT GCCGTAT GAGGCACCCTT AGTTTT CAGACGA 
GAAACCACAGTT ACAGGGAAG G CAAGTAACTT AGT CAAT GTCAG
E n  cu a n to  a  la s e c u e n c ia  m o stra d a  anteriorm ente, identificam o s en e lla  en  
co lo r g ris  la s e c u e n c ia  co rre sp o n d ie n te  a  los p rim ers utilizados.
S e  am p lificó  un producto  de 1 1 3  p a re s  d e  b a s e s . Id en tificare m o s el 
polim orfism o re p re se n ta d o  co n  la letra Y  d e  co lo r verd e. E n  su  lu gar  
e n co n tra re m o s u n a  C  en c a s o  de q u e  la s e c u e n c ia  no co n te n g a  m utación  y  por 
lo tanto s e a  norm al; de lo contrario, e n co n tra re m o s una T  in d ican d o  la m utación  
del g e n  y  en c o n s e c u e n c ia  la p re se n c ia  d e  la varian te  d e  interés rs7 9 0 3 1 4 6 .
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Secuencias de primers utilizados:
-Forward: 5 ’- G A G A G C T A A G C A C T T T T T A G G T A  -3 ’ 
-Reverse: 5 ’- C T G A C A T T G A C T A A G T T A C T T G C  -3 ’
T a b la  I: P re p a ra c ió n  de la s  m u e stra s  de A D N  p a ra  la a m p lifica c ió n  del g e n  T C F 7 L 2  por
P C R .
x1 x 1 3
H 20 b id estila d a 1 4 ,6 0 ^ l 1 8 9 ,8  ^l
B uffer T a q  5 X 5 ^l 6 5  ^l
P rim e r F  
(10pm ol/^l)
1 ,67  ^l 21 ,71  ^l
P rim e r R  
(10pm ol/^l)
1 ,67  ^l 21 ,71  ^l
d N T P s
(10pm ol/^l)
0 ,2 0  ^l 2 ,6 0  ^l
G o ta q
P o lim e ra sa  (5  
U/^l)
0 ,2 0  ^l 2 ,6 0  ^l
A D N 1,7 ^l 22,1 ^l
V o lu m e n  F in a l 2 3 ,3 3  ^l 3 0 3 ,2 9  ^l
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S e  re a liza ro n  de la s ig u ie n te  m anera:
a) Inicio: a  9 4 ° C  por 5 m inutos
b) D e sn a tu ra liza c ió n : a  9 4 ° C  por 1 m inuto
c) H ib ridación : a  6 0 °  C  por 1 m inuto
d) E xte n sió n : a  7 2 ° C  por 1 m inuto
e) E lo n g a c ió n  F inal: a  7 2 ° C  por 10 m inutos
f) C o n se rv a c ió n : a  2 0 ° C
T ie m p o  de du ració n: 2 .3 5  horas.
S e  repitió c íc lica m e n te  la s  f a s e s  b -c-d  por 35  v e c e s .
S e  utilizó te rm o cic la d o r B io m e tra ® . (F ig u ra  4  y  5)
F ig u ra  4: T e rm o c ic la d o r B iom etra
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F ig u ra  5: C o lo c a c ió n  d e  la s  m u e stra s  en el T e rm o cic la d o r.
Separación del producto de amplificación:
G e l d e  a g a ro s a  al 1,2 %  p/v
Buffer: T A E  (tris ace ta to  E D T A )  8 0  mi [1x] +  B ro m u ro  d e  etidio (co lo ran te) 
2 |jl, 10m g/m l, P ro m e g a ).
V oltaje: 7 0 -8 0  V
T ie m p o : 4 5 ’ - 1h.
Tamaño del fragmento amplificado
-F ra g m e n to : 1 1 3  p a re s  d e  b a s e s .
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3.4.3 Digestión enzimática
U n a  e n z im a  d e  restricción, llam ad a tam bién e n d o n u c le a sa , e s  a q u e lla  
c a p a z  d e  re co n o c e r una s e c u e n c ia  c a ra c te rís t ic a  d e  n u cle ó tid o s dentro d e  una  
m o lé cu la  d e  A D N  y  cortarlo  en  e s e  punto co n cre to  (sitio d e  restricción), o en un 
sitio no m uy le jano  a  este . R e c o n o c e n  entre 4 -  12 p a re s  de b a s e s  de A D N  
(In ie sta  et al., 2 0 0 5 ).
E l m e c a n ism o  d e  corte  d e  A D N  s e  re a liza  g r a c ia s  a  la ruptura de e n la c e s  
fo sfo d ie ste rs  en la do ble  hebra, lo qu e  d a  lu ga r a  d o s  e xtre m o s d e  A D N . E s to s  
p u ed en  s e r  ro m o s cu a n d o  los e n la c e s  rotos co in c id e n  (F ig u ra  6 ) o c o h e s iv o s .  
E s t o s  ú ltim os tienen te n d e n cia  a  vo lve r a  unirse, y a  q u e  los e xtre m o s s e  pu ed en  
unir a  otros c o in c id e n te s  qu e  p u e d a  h a b e r en la c e rc a n ía  (F ig u ra  7) (In ie sta  et al., 
2 0 0 5 ).
L a  im po rtancia  c lín ic a  q u e  han  to m ad o  las e n z im a s  d e  restricció n  ha  sid o  
por su  im p lica n cia  en  el d ia g n ó stico  d e  e n fe rm e d a d e s  g e n é tic a s  re la c io n a d a s  a  
ca m b io s  en la s e c u e n c ia  d e  A D N , y a  s e a n  m u ta c io n e s p u ntu ales, in se rc io n e s  o 
d e le c io n e s  d e  fra gm en to s. S i e s ta s  s e  p ro d u ce n  en un sitio d e  re co n o cim ie n to  de  
la e n z im a  d e  restricción , al p ro d u cirse  e lim inarán  o a g re g a rá n  n u e v o s sitio s de  
corte. A l a p lica r  e sta  e n z im a  un fra gm en to  del g e n  s e r á  d igerido , y a  q u e  la m ism a  
re co n o c e rá  la s e c u e n c ia  e s p e c íf ic a  d e  A D N , fo rm á n d o se  d e  e sta  m an e ra  
fra g m e n to s  d e  d istintas longitudes, o to rgan d o  co m o  re su ltad o  un patrón de  
b a n d a s  a  tra v é s  del m ism o  s e  po drá  re la cio n a rlo  a  un tipo d e  ge n o tip o  en  
p articu lar (m utado, hete ro cigo ta  o norm al) (In ie sta  et al., 2 0 0 5 ).
ccclcaGG G l A A T T C
GGGK:cc C T T A A I G
F ig u ra  6: E n la c e s  ro m o s F ig u ra  7: E n la c e s  c o h e s iv o s
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E n  nu estro  trabajo  la e n z im a  d e  re stricció n  utilizad a  e s: R s a  I , a  la cu a l s e  
le otorgó c o n d ic io n e s  ó p tim a s p ara  qu e  e je rza  su  a cc ió n  (3 7 ° C  -  3  h o ra s), y  
luego  s e  so m etió  a  un p ro c e so  de e le ctro fo re sis  co rre sp o n d ie n te  se m b ra n d o  el 
producto  d e  d ige stió n  en  ge l d e  a g a ro s a  (A g a ro s a  M A X  D1 M ax B io lo g ía  
M o le cu la e  ® 1 0 0 g ,  B io d y n a m ics  ™  S R L )  al 2 ,5 %  P/V en buffer T A E  (1 X ) y  tinción  
co n  2 ml d e  S o lu c ió n  d e  B ro m u ro  d e  Etid io  ca lid a d  b io lo g ía  m o le cu la r (1 0  mg/ml, 
P r o m e g a ™ ). E n  la co rrid a  e lectrofo rética  s e  utilizaron m a rca d o re s  de p e so  
m o le cu la r (M PM ) d e  1 0 0  pb (C ie n M a rk e r®  2 5 0 u L , B io d y n a m ic s ™ ), fu en te  de  
p o d e r B io R A D ®  (P o w e rP a c  B a s ic ™ )  a  7 0 V  por 4 0  m inutos. E l ge l fu e  so m e tid o  a  
ra y o s  U V  p a ra  p o d e r a n a liza r  los re su lta d o s, pu d iendo  o b ten er la s  s ig u ie n te s  
situ a c io n e s: S i la m u e stra  p e rte n e ce  a  un individuo s a n o  (sin  m utación  en  la 
s e c u e n c ia  del ge n ), la e n z im a  a ctu a rá  cortan do  a  la m ism a  en  d o s  fra g m e n to s  
(u no  d e  91 y  otro d e  2 2  p a re s  d e  b a s e s); m ien tras qu e  si la m u e stra  p e rte n e ce  a  
un individuo co n  m utación  en  el g e n  d e  interés, la e n z im a  no co rtará  y  por lo 
tanto no s e  o b se rv a rá  d iv isión  d e  fra g m e n to s  en  su  s e c u e n c ia  (F ig u ra  8) (In ie sta  
et al., 2 0 0 5 ).
T a b la  II: P re p a ra c ió n  d e  producto  d e  P C R  p ara  su  d ige stió n
x1 x 1 3
H 20 b id estila d a 5 ,3 ^ l 6 8 ,9 ^ l
Buffer (1 0 X ) 1,5  ^l 19 ,5 ^ l
E n z im a  de  
re stricció n  (R s a  
I, 10 U/^l)
0 ,2  ^l 2 ,6 ^ l
Pro d u cto  de  
a m p lifica ció n
8 ^l 104^ l
V o lu m e n  F in a l 15 ^l 195^ l
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Digestión
T e m p e ratu ra : 3 7 ° C .
T ie m p o : 3 hs.
S itio  d e  corte:
3'...C A j e . .  .5'
Separación del producto de digestión
G e l d e  a g a ro s a  al 2 ,5 %  p/v. 
Buffer: T A E  [1X]
V oltaje: 8 0 V  
Tie m p o : 4 5 ’ - 1h.
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Interpretación
H o m o cig o ta  C /C : 91 y  2 2  pb
H o m o cig o ta  T/T: 11 3  pb
H e te ro cig o ta  C/T: 91, 2 2  y  113  pb
F ig u ra  8: R e p re se n ta c ió n  de e lectro fo re sis.
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4. RESULTADOS
L u e g o  d e  h a b e r fin a liza d o  c o n  n u e stro  trabajo, y  d e s p u é s  d e  co n cre ta r co n  
la té cn ica  p ro p u esta  ( P C R )  p ara  el a n á lis is  d e  la s  d iferen tes m u e stra s, pu d im os  
d ife re n cia r la s  s e c u e n c ia s  d e  n u cle ó tid o s  p e rte n e c ie n te s  tanto a  ind ividuos  
n o rm a le s (s a n o s )  co m o  a q u e lla s  co rre sp o n d ie n te s  a  ind iv iduo s m u ta d o s (co n  
p re se n c ia  del po lim orfism o de interés), y a  qu e  g r a c ia s  a  la m ism a  y  por la 
dife re n cia  d e  ta m a ñ o s  en los fra g m e n to s  n o s perm itió arribar a  los re su lta d o s  
d e s e a d o s  y  pu d ien d o  d e  e sta  m a n e ra  cum plir co n  nu estro  objetivo d e  identificar 
una varian te  g e n é tica  (F ig u ra  9 y  10).
Producto da PCI: 111 Pb 
Homo<lgo«» Notmal (C/C): 91 ♦ 21 Pb 
Homcxlgota M ulado (T/T): 113 Pb 
Hat ai oc i (Ota (C/TJ 113 t  91 » 22 Pb
F ig u ra  9: G e l d e  a g a ro s a  teñido co n  brom uro d e  Etidio, e x p u e sto  a  ra y o s  U V  
p ara  re ve la r se p a ra c ió n  d e  fra g m e n to s  d e  A D N .
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F ig u ra  10: G e l d e  a g a ro s a  teñido co n  brom uro d e  Etidio, e x p u e sto  a  ra y o s  U V  
p ara  re ve la r se p a ra c ió n  d e  fra g m e n to s  d e  A D N .
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U n a  v e z  lle vad a  a  ca b o  la té c n ic a  d e  P C R  (R e a c c ió n  en c a d e n a  d e  la 
p o lim erasa ), lo gra m o s a lc a n z a r  nu estro  objetivo in icia lm ente  propuesto , e s  decir, 
la identificación  del polim orfism o rs 7 9 0 3 1 4 6  pe rte n e cie n te  al g e n  T C F 7 L 2 ,  en  
p a c ie n te s  d ia b é tico s  tipo II.
A d e m á s  lo gra m o s co m p ro b a r qu e  la té c n ic a  lu ego  d e  su  p u e sta  a  punto  
realm ente  fu e  efectiva. A  p e s a r  de esto, d e b e m o s  d e s ta c a r  qu e  por no h a b e r  
sid o  rep resen tativo  el nú m ero  d e  m u e stra s  co n  el cu a l tra b a ja m o s, a d e m á s  de  
no h a b e r s id o  tem a re levante  en  el estu d io  d o s is  d e  fá rm a c o s  ni e fe ctiv id ad  en  
tratam iento terapéutico , no p o d re m o s afirm ar qu e  la p re se n c ia  del polim orfism o  
tend rá  in fluencia  d irecta  en  el tratam iento fa rm a co ló g ic o  co n  in cre tin as y  
ta m p o co  en el tra n scu rso  d e  la en ferm ed ad .
C o n  un e n fo q u e  al futuro y  ten iend o  p re se n te  n u estro  a lc a n c e  p o d e m o s  
d e c ir  qu e  n u estro  trabajo  s e r á  d e  g ra n  interés si pu d iera  s e r  a p lica d o  en  el 
d ia g n ó stico  tem p ran o  d e  la D ia b e te s  M ellitus tipo II p ara  p o d e r de e sta  m an era  
evitar e rro re s  en la p re scrip c ió n  d e  c ie rto s fá rm a c o s  y  en  c o n s e c u e n c ia  re tra sar  
la a p a ric ió n  de la s  d iferen tes co m p lic a c io n e s  optand o  a s í  por un tratam iento  m á s  
efectivo  y  s e g u ro  qu e  logre  m ejo rar la ca lid a d  d e  v id a  del paciente.
5. DISCUSIÓN y CONCLUSIÓN
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